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Thermus thermophilus Inorganic pyrophosphatase (E.C. 3.6.1.1., Tth PPase) exhibits high thermostability, but 
thermal aggregation was observed on heating above 85 °C. In addition, we reported that sole cysteine in 
C-terminal region plays a key role in the thermostability and thermal aggregation of Tth PPase [Kohaku, Y. et al. 
(2008) Natl.Sci.Res., 22, 75-84]. In this study, we approached the suppression of its thermal aggregation by 
error-prone PCR mutagenesis of whole molecule or C-terminal region. Firstly, we obtained thermostable four 
variants (Q119H/L162F, L162F, K173E and K159E/A170T) by error-prone PCR mutagenesis. Moreover, we 
examined thermostabilities of four variants in terms of the enzyme activity, tertiary and quaternary structure.  
Although conformation and quaternary structure of four variants were almost the same as those of wild type 
enzyme in native state, K173E and K159E/A170T variants showed higher thermostabilities than wild type in 
tertiary and quaternary structure. In particular, thermal aggregation of these two variants would be suppressed 
after heating at 85°C. Therefore, it was suggested that Lys159 and Lys173 in the molecular surface of C-terminal 
region may contribute to the formation of thermal aggregation of Tth PPase. 
 











の PPaseとして Eschericia.coli (E.coli PPase)2)、高
度好熱性細菌 Thermus themophilus HB8 (Tth 
PPase)3)、中等度好熱性細菌 Thermophilic bacterium 
PS‐34)、Bacillus stearothermophilus (Bst PPase) 5)
由来の PPaseなどが報告されており、さらに古細
菌 Sulfolobus acidocaldarius 6) や Pyrococcus 
horikoshii PPase 7)の三次元立体構造と機能の相関
についても報告されている。このうち本研究対象
である Tth PPaseは、一次構造および X線結晶解
析による三次元立体構造が既に解明されており、
単量体あたり 174アミノ酸残基からなる 6量体を
形成している(Fig.1)3),8),9)。Tth PPaseは 80℃で 1h
杉山 典子、前田 歩、田中 浩史、花房 英一郎、金井 拓、佐藤 高則  
-72- 
Fig. 1  Three-dimensional structure of Tth PPase  
The three-dimensional structure of hexameric (A) and 
monomeric (B) Tth PPase. The figure was drawn by a 
Molecular Graphics Program, Swiss-Pdb Viewer 
Ver.4.0 (Swiss Institute of Bioinformatics). The X-ray 
structural data for Tth PPase was obtained from the 
Protein Data Bank (PDB code 2PRD) 8).  
の加熱後も酵素活性および四次構造が安定であ
り高い耐熱性を示すが、85℃以上の加熱で熱凝集






































純薬工業より購入した。T4 DNA ligation Kit ver.2 
は宝酒造より、制限酵素は Promega, New England 
Bio Labs および宝酒造から購入した。塩化マグネ
シウム六水和物は片山化学より、DEAE-cellulose 
は和光純薬工業より、 Sephacryl S-200HR は
Pharmaciaよりそれぞれ購入した。 その他の試薬
はすべて特級品を使用した。 
    
Error-prone PCRによる Tth PPase遺伝子への
ランダム突然変異導入  
ランダム変異導入には error-prone PCR法 15）を
用いた。通常の PCR 反応液の組成に、Mn2＋、
dATP/dTTP、または dCTP/dGTP を各々の最終濃
度が 0.1～0.5mM、１mM になるよう加え、Tth 
PPase が挿入されたプラスミドベクター
pUCTPPCR を鋳型として、Taq DNA Polymerase 
(Promega)により PCR (94℃, 1 分→61℃, 1 分→
74℃, 1 分を 30 サイクル)を行った。PCR プライ
マーは、upper プライマーが 5’-GACCTACAAGG 
CCCTCGAGGCCAAGAA-3’ (No.5 primer; 27mer, 
Tth PPase の Glu137─Lys146 に相当 )または
5’-GTGTGGAATTGTGAGCGGATAAC-3’ (No.8 
primer; 23mer, pUCTPPCRの Tth PPase遺伝子の上
流側のプラスミド内塩基配列に相当 )、 lower 
primerが、5’-TGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGG 

















に１mM MgCl2と 1mM PPiを含む 80mM Tris‐
HCl 緩衝液(pH8.0) 25μl に上清(酵素溶液)を３
μl 加え、37℃で 10 分間保温した後、3％(v/v)過
塩素酸溶液を 25μl加えて懸濁し、酵素反応を停
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止させた。次に 150μl の 5μM 硫酸銅溶液、15
μl の 1％(w/v)モリブデン酸アンモニウム溶液、





















濃度の決定は、bovine serum albumin を標準タン
パク質として、Bradford 法により行なった 17)。  
 
遠紫外部 CDスペクトルの測定  
CD スペクトルは、千葉工業大学総合科学研究
所にて測定を行った。測定試料をタンパク質濃度
を 0.1mg/mlに調製し、室温にて J-720 dichrograph 
(JASCO)により測定を行った。1mm石英セルを用
いて、200nm から 250nm の楕円率を測定し、分
子楕円率〔θ〕(deg・cm2/dmol)に変換した。また、
α-helix含量は、次式から算出した 18)。 






より、タンパク質濃度を 0.05 mg/ml とし、20mM 
Tris-HCl buffer (pH 7.8)を溶媒として室温で行っ
た。Trp蛍光スペクトルは Tth PPase内の Trp残基
(Trp149および Trp155)を内在性プローブとし、励
起波長 295nm、蛍光測定波長を 320～ 400 nmに
設定し測定した。熱安定性における蛍光スペクト
ル測定は、タンパク質濃度 0.05mg/mlに調製した
酵素溶液を 40～90℃の各温度で 1 時間加熱後氷
冷し、上記の条件で蛍光スペクトルを測定した。 
    
四次構造の分析  
野生型酵素および変異型酵素の分子量の測定
は、50mM Tris-HCl buffer (pH 7.8) を移動相に用
いて、HPLCに接続した TSKgel G3000SW カラム
(Tosoh, 7.5mm I.D. × 30cm) により室温で行なっ








CR‐6A (Shimadzu) を用いて算出した。 
 
 




まず、Tth PPase遺伝子の Thr138から Gly174
を含む C 末端領域に相当する部分に対し、No.5 
upper primerおよび No.9 lower primerを用いて、
error‐prone PCRを行い、ランダム変異を導入し
た。このとき、dNTPの濃度において dATPと dTTP、
または dCTPと dGTPが通常の反応組成より 1mM
高いものと Mn2＋濃度を 0.1、0.25、0.3、0.4、0.45mM
と変えたものを、組み合わせて PCR を行った。
その結果、1mM dCTP、dGTPと 0.45mM Mn2＋を
含む反応液でのみ PCR 増幅断片が確認できなか





































































































の 熱 安 定 性 を 示 し た が 、 K173E お よ び
a The specific activity of wild type Tth PPase was taken as 100%. b λmax is the maximum wavelength of 
tryptophan fluorescence spectra.
 c Fmax is the fluorescence intensity (arbitrary unit) at the emission maximum of 
tryptophan fluorescence spectra. d α - helix content was calculated by the following equation 18);  α - helix content 
(%) = ‐([θ]222nm + 2,340) × 100 / 30,300. e
 
Quaternary structure was estimated from the elution profile on 
TSK-gel G3000SW gel filtration chromatography. 
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Fig.2  Thermostability of enzyme activity for wild 
type Tth PPase and variants  
The enzyme (0.1mg/ml) was incubated in 20mM 
Tris-HCl buffer (pH 7.8) at the indicated temperatures 
for 1 h. Then the enzyme activity was measured at 37℃ 
after rapid cooling, and the activity at 40℃ was taken 
as 100%. Symbols:  , wild type;  , Q119H/L162F,  , 
L162F;  , K173E; Δ, K159E/A170T.  
 
 
Fig.3 Thermostability of Tryptophan fluorescence 
spectra for wild type Tth PPase and variants 
The enzyme (0.05mg/ml) was incubated in 20mM 
Tris-HCl buffer (pH 7.8) at the indicated temperatures 
for 1 h. Then, the emission spectrum of each sample 
was measured with excitation at 295 nm after rapid 
cooling. On heating above 85 ºC, each sample was 
centrifuged after heating, and then its supernatant was 
measured. The fluorescence intensity at maximum 
wavelength was plotted as relative value to that at 
40 °C. Symbols:  , wild type;  , Q119H/L162F,  , 












 各試料を 40℃から 90℃で 1h加熱し、HPLC
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Fig.4  Oligomeric thermostability for wild type Tth PPase and variants  
Panels: (A) Wild type, (B) Q119H/L162F, (C) L162F, (D) K173E, (E) K159E/A170T. The enzyme (0.1mg/ml) was 
incubated in 20mM Tris-HCl buffer (pH 7.8) at the indicated temperatures for 1 h. After rapid cooling, the gel 
filtration chromatography was performed as described in MATERIALS AND METHODS． Composition was 
estimated from each peak area of hexamer, trimer, monomer, and oligomer (component having much higher molecular 
weight than hexamer) in the HPLC elution profiles. 100% was taken as the sum of all peak area after heating at 40ºC. 
Symbols: ●, hexamer; □, trimer; Δ, monomer; ■, oligomer.  
 
 








































一方、Lys173 は C 末端に位置し、他残基と相
互作用を形成していないため側鎖のフレキシビ
Fig. 5 The elution profiles of TSK-gel G3000SW gel filtration chromatography (HPLC) for wild type Tth 
PPase and variants  after heating at 85 °C  
The flow rate was 0.3 ml/min. Each sample (0.1mg/ml) was heated at 85°C for the indicated times, and filtered by 
Millex filter (pore size 0.45μm, Millipore). 50μl of each protein after was injected to column, followed by eluted 
with 50mM Tris-HCl (pH 7.8), and then analyzed as described in MATERIALS AND METHODS.  
 





部にある Glu や Asp などとのイオン性相互作用
( G l u 1 4 - A r g 1 6 6 - G l u 1 6 3 ,  G l u 6 4 - A r g 1 7 1 , 
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